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摘要 :【 目的 】 线 粒 体 通 透 性 转换 孔 (MPTP ) 的 开放 可 以 导致 线粒体 膜 通 透 性 改变 ,与 细胞 凋 亡 关 
系 密切 。 本 研究 旨 在 探索 MPTP 在 喜 树 碱 诱导 的 昆虫 细胞 凋 亡 中 的 作用 ,以 进一步 揭示 喜 树 碱 
(CPT) 诱 导 昆 虫 细 胞 凋 亡 的 机 制 。【 方 法】 环 孢 菌 素 A(CsA) 为 MPTP 开放 抑制 剂 ,通过 预 加 入 20 
umol/L CsA ,应 用 流 式 细胞 仪 测定 其 对 CPT 和 F X Sp ( HCPT) 35 3-89 4p KAR Spodoptera 
exigua 2a I, ( IOZCAS-SPEX- II ) 凋 立 作 用 的 影响 ,包括 细胞 内 Ca 浓度 变化 ,线粒体 膜 电位 变化 以 
A iEESUECROS) 变化 ,从 而 分 析 MPTP 在 CPT 和 HCPT 诱导 细胞 凋 亡 的 作用 。 【结果 】 结 果 显 
示 ,10 pmol/LCPT 和 HCPT 处 理 IOZCAS-SPEX- [I 226,6 h fe 12 h 时 ,与 0.1% DMSO 对 照 组 相 比 ， 
甜菜 夜 蛾 细胞 发 生 凋 立 , 胞 质 Ca' 浓度 增 大 ,线粒体 膜 电位 降低 或 背 失 ,ROS 增加 , 即 CPT 和 
HCPT 诱导 甜菜 夜 蛾 细胞 发 生 凋 亡 , 为 线粒体 内 途径 。 但 经 过 20 pmol/L CsA 预 处 理 2 h 后 再 加 入 
CPT 和 HCPT 处 理 6h, 与 0.1% DMSO 组 相 比 ,细胞 凋 亡 率 、 胞 质 Ca 浓度、 线粒体 膜 电 位 及 ROS 
产生 均 无 显著 差异 (已 >0.05) , 即 CsA 抑制 了 MPTP 的 开放 ,从 而 抑制 了 CPT 和 HCPT 诱导 的 甜菜 
夜 蛾 细胞 凋 立 ;而 加 入 CPT 和 HCPT 处 理 12 h 时 ,CsA 对 MPTP 开放 的 抑制 作用 显著 降低 ,与 单 
CPT 和 HCPT 处 理 组 相 比 ,细胞 凋 亡 率 、 胞 质 Ca 和 浓度、 线粒体 膜 电 位 及 ROS. 差异 不 显著 , 即 CPT 
和 HCPT 诱导 的 细胞 凋 亡 如 常 发 生 。 【结论 】 本 研究 证 实 喜 树 碱 和 郑 基 喜 树 碱 诱 导 甜 菜 夜 蛾 细胞 
凋 亡 线粒体 途径 具有 MPTP 开放 依赖 性 , 且 首 次 明确 这 种 依赖 性 具有 时 间 性 。 
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Abstract: [ Aim] The opening of the mitochondrial permeability transition pore ( MPTP) leads to the 
changes of mitochondrial membrane permeability and is closely related to cell apoptosis. This study aims 
to explore the role of MPTP in the process of apoptosis induced by camptothecin ( CPT) in Spodoptera 
exigua so as to further reveal the mechanisms of CPT-induced apoptosis in insects. [ Methods] Effects of 
cyclosporine A ( CsA), an inhibitor of MPTP, on the CPT- and 10-hydroxycamptothecin ( HCPT ) - 
induced apoptosis in IOZCAS-SPEX- II cells of S. exigua were detected by flow cytometry. The detected 


2+ 


parameters included the apoptosis ratio, intracellular Ca^' concentration, mitochondrial membrane 


potential and reactive oxygen species ( ROS), which would show the role of MPTP in the apoptosis 
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induced by CPT and HCPT. [Results] After 10 jumol/L CPT and HCPT pre-treatment for 6 and 12 h, 
IOZCAS-SPEX- J cells were apoptosized through a mitochondira-mediated pathway characterized by the 
increase of cytoplasmic Ca^* concentration and ROS, and the reduced mitochondrial membrane potential 
in IOZCAS-SPEX- [I cells as compared with the control group (0. 1% DMSO). However, after the 
pretreatment of 20 pmol/L CsA for 2 h, there were no significant differences between the control group of 
0.1% DMSO and the CPT and HCPT treated groups ( CsA + CPT or CsA + HCPT, 6 h) in the apoptosis 
ratio, cytoplasmic Ca^* 
suggesting that CsA inhibited CPT- and HCPT-induced apoptosis by inhibiting MTPT open in IOZCAS- 
SPEX-I cells. Interestingly, the inhibitory effects of CsA on MPTP were not detected after CPT and 
HCPT treatment for 12 h. [Conclusion] This study confirms that CPT- and HCPT-induced apoptosis in 
IOZCAS-SPEX-]I cells of S. exigua is through MPTP-dependent mitochondrial pathway during the initial 


several hours of treatment. 


concentration, ROS generation, and the mitochondrial membrane potential, 
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线粒体 途径 是 凋 亡 信号 转 导 的 核心 途径 , 线 粒 
体 在 此 通路 中 起 着 主导 作用 (Wang and Youle, 
2009) 。 线 粒 体 是 一 个 由 双 层 膜 组 成 的 赛 状 结构 。 
在 线粒体 内 外 膜 之 间 存在 一 种 由 多 种 蛋白 质 组 成 的 
非 选择 性 、 高 运输 性 的 复合 孔道 , 称 为 线粒体 通 透 性 
转换 孔 ( mitochondrial permeability transition pore, 
MPTP) 。 其 周期 性 开放 影响 线粒体 内 膜 的 通 透 性 ， 
决定 着 细胞 凋 亡 的 发 生 ( 沈 芳 等 , 2005; Halestrap, 
2009; Chen et al., 2015) 。 在 哺乳 动物 中 ,人 研究 认为 
MPTP 的 开放 所 导致 的 线粒体 膜 通 透 性 转换 是 线 粒 
体 导 致 细胞 凋 亡 众 多 途径 中 关键 的 一 个 ,与 细胞 凋 
亡 密切 相关 (Hausenloy and Yellon, 2003) 。 

根据 细胞 环境 的 不 同 , MPTP 可 有 3 种 状态 
( Bernardi et al., 2015) ,一 种 是 完全 关闭 状态 , 线 粒 
体 跨 膜 电 位 完整 ;一 种 是 可 逆 性 的 低 水 平 开放 状态 ， 
仅 允 许 分 子 量 低 于 300 D 的 物质 通过 ,其 功能 是 转 
导电 信号 和 钙 信和 号; 另 一 种 是 不 可 逆 的 高 水 平 开 放 
状态 ,在 这 种 状态 下 ,线粒体 内 膜 通 透 性 转换 ,大 量 
分 子 量 小 于 1 500 D 的 离子 ,水 等 物质 非 选择 性 进 
入 线粒体 基质 ,线粒体 跨 膜 电 位 丧失 ;线粒体 内 产生 
大 量 活 性 氧 复 (reactive oxygen species, ROS) 
( Treulen et al., 2015) ;大 量 基 质 Cat 释放 ,线粒体 
内 膜 和 外 膜 间 的 一 些 促 细 胞 凋 亡 物质 ,如 细胞 色素 
c 释放 到 细胞 质 中 ,最 终 导致 细胞 凋 亡 ( Kinnally et 
al., 2011; Cao et al., 2011) 。 大 量 研究 表明 ,在 凋 
亡 信 号 刺激 下 ,可 以 导致 MPTP 进入 这 一 高 水 平 的 
不 可 逆 开 放 状 态 , 使 细胞 进入 MPTP 依赖 性 线粒体 
凋 亡 途径 (Pire et al., 2004; Javadov et al., 2007) 。 
昆虫 是 生物 界 种 类 最 多 数量 最 大 的 类 群 。 近 
















































































年 来 ,昆虫 细胞 凋 亡 途 径 研 究 得 到 越 来 越 多 的 关注 
(Clavier et al., 2016) 。 然 而 ,关于 昆虫 细胞 凋 亡 的 
线粒体 途径 却 存 在 许多 争议 , 研究 得 也 并 不 透彻 
(Wang and Youle, 2016; Yang et al., 2017) , Tr 
翅 目 昆虫 中 ,Kumarswamy 等 (2009 ) 发 现 放 线 菌 素 D 
诱导 草地 贪 夜 峨 Spodoptera frugiperda S 细胞 凋 亡 
的 过 程 中 ,细胞 色素 c 的 释放 可 能 独立 于 线粒体 膜 
昌 位 的 丧失 和 MPTP 的 开放 。Pan 等 (2016 ) 报道 了 
HCPT 诱导 的 家 看 Bombyx mori BmN-SWUI 细胞 调 
亡 为 MPTP 开放 依赖 性 线粒体 途径 ,与 哺乳 动物 细 
胞 凋 亡 途径 类 似 。MPTP 开放 引发 一 系列 反应 , 包 
括 线粒体 膜 电位 丧失 ,细胞 色素 。 释放 引发 肪 天 和 蛋 
白 酶 级 联 反 应 。 我 们 实验 室 在 人 研究 喜 树 碱 
( camptothecin, CPT) 的 杀 虫 活性 机 制 中 发 现 , 喜 树 
碱 可 以 诱导 甜菜 夜 峨 Spodoptera exigua. 中 肠 脂 肪 体 
细胞 IOZCAS-SPEX- 开 凋 亡 , 且 凋 亡 过 程 中 伴随 有 细 
胞 色素 c 的 释放 和 caspases 的 激活 ,证 实 了 喜 树 碱 
诱导 的 凋 亡 可 能 依赖 细胞 色素 c 介 导 的 线粒体 内 途 
径 (Zhang et al., 2012)。 但 该 过 程 是 否 依 赖 MPTP 
的 开放 还 尚 需 进 一 步 研究 。 

因此 ,在 本 研究 利用 MPTP 抑制 剂 环 孢 菌 素 A 
( cyclosporine, CsA ) (de Arriba et al., 2013) ,采用 流 
式 细胞 仪 测定 其 对 CPT 和 羟基 喜 树 碱 (10- 
hydoxycamptothecin, HCPT) 诱导 的 甜菜 夜 蛾 细胞 
(IOZCAS-SPEX- II ) 调 亡 作 用 的 影响 ,包括 细胞 内 
Ca “浓度 变化 ,线粒体 膜 电位 变化 以 及 活性 氧 复 
(ROS) 变化, 分析 MPTP 在 CPT 和 HCPT 诱导 细胞 
凋 亡 中 的 作用 ,从 而 阐明 喜 树 碱 诱导 的 昆虫 细胞 凋 
亡 过 程 中 的 线粒体 的 作用 和 机 理 。 这 对 于 研究 线 粒 
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体 的 昆虫 毒 理学 意义 和 喜 树 碱 的 杀 虫 活性 机 制 具 有 
重要 的 价值 。 





1 材料 与 方法 


1.1 细胞 来 源 及 培养 

甜菜 夜 蛾 中 上 肠 脂 肪 体 细胞 系 TOZCAS-Spex- II 
为 中 国 科 学 院 动 物 研 究 所 建立 并 赠送 ,本 实验 室 培 
养 。IO0ZCAS-Spex- 卫 细胞 培养 于 Hink' s TNM 昆虫 
培养 基 ( Sigma, USA), 其 中 含有 10% 胎 牛 血清 
(Invitrogen, USA) ,100 U 青霉素 和 100 U HEZ, 
每 5 ~7 d 传代 一 次 。 培 养 条 件 为 26 +1%C。 
1.2 主要 试剂 

CPT(99. 36% ) 和 HCPT (99. 45% ) 购 自 南部 县 
诚信 科技 有 限 公 司 ; 环 孢 菌 素 A(CsA)，DMSO 
(99.996) , Hink’? s TNM 昆虫 培养 基 以 及 细胞 内 
ROS 检测 试剂 盒 (绿色 获 光 ) 购 自 美国 Sigma- 
Aldrich 公司 ;PIAAnnexin V-FITC 细胞 凋 亡 检测 试剂 
盒 购 自 北 京 全 式 金 生物 有 限 公 司 ; Cibcoe 胎 牛 血清 
和 Fluo-3 探 针 购 自 Thermo Fisher Scientific 公司 ; 线 
粒 体 膜 电位 检测 试剂 盒 (JC-1) 购 自 中 国 匠 云天 生物 
科技 有 限 公司 。 
1.3 细胞 处 理 

收集 对 数 期 细胞 ,加 入 新 鲜 培 养 基 使 其 浓度 为 
10* 细胞 /mL, 重新 铺 板 于 细胞 培养 外 ( Corning, 
USA) 中 ,孵育 过 夜 后 分 为 3 组 进行 处 理 。 第 1 组 ， 
根据 文献 报道 ( Kumarswamy et al., 2009; Pan et al., 
2016) 和 预 试验 结果 , 预 加 入 CsA( 终 浓度 20. umol 
L)2 h 后 加 入 CPT 和 HCPT, 使 终 浓 度 为 10 pmol/ 
L。 第 2 组 ,孵育 过 夜 后 直接 加 入 CPT 和 HCPT, 使 
其 终 浓 度 为 10 pmol/L, $ 3 组 为 对 照 组 ,加 入 
DMSO 使 其 终 浓度 为 0.1% (v/v) 。 每 个 处 理 组 设 3 
次 重复 。 各 处 理 组 细胞 培养 6 h 和 12 bh 后 ,收集 至 
1.5 mL 的 离心 管 ,500 xg 离心 5 min 去 上 清 后 ,使 
JH 1 x PBS 清洗 两 遍 , 收 集 细胞 备用 。 
1.4 流 式 细胞 仪 检测 细胞 凋 亡 

按照 PL/Annexin. V-FITC 细胞 凋 亡 检测 试剂 盒 
说 明 书 进行 细胞 凋 亡 检测 。 向 备用 细胞 中 加 入 100 
uL Annexin V-Buffer, 5 uL PI 和 FITC ,室温 避 光 孵 
育 15 min 后 ,加 入 400 pL 的 Binding Buffer, MoFlo 
XDP 流 式 细胞 仪 (Beckman Coulter, USA ) 检测 ， 
Summit 5. 2 ( Beckman Coulter, USA) 流 式 分 析 软 件 
进行 图 像 与 数据 处 理 。 




























































































1.5 细胞 内 Cat 浓度 检测 

按照 Fluo-3 探 针 使 用 说 明 书 ,将 备用 细胞 重 甚 
于 0.5 mL Fluo-3 (5 pmol/L) 工作 液 中 , 轻 轻 混合 均 
义 ,使 控 针 和 细胞 充分 接触 。 室 温 避 光 孵 育 45 min, 
并 每 隔 3 ~5 min 颠倒 混 勾 一次。 然后 加 入 1 x PBS 
洗 去 未 结合 的 探 针 ,500 x g 离心 5 min 收集 细胞 ， 
重 悬 于 500 uL 1 x PBS, MoFlo XDP 流 式 细 胞 仪 
USA ) 检测 ，Summit 5.2 
( Beckman Coulter, USA) 流 式 分 析 软 件 进行 图 像 与 
数据 处 理 。 
1.6 细胞 内 ROS 水 平 检测 

细胞 内 活性 氧 检测 按照 试剂 盒 说 明 书 进行 。 将 
备用 细胞 重 悬 于 0.5 mL 2,7- 二 氯 殉 光 黄 双 乙酸 盐 
(2, 7-dichlorodi hydrofluorescein diacetate, DCFH- 
DA) 中 ,27% 细 胞 培养 箱 里 孵育 20 min, 每 隔 3 - 5 
min 颠倒 混 匀 一 次 ,使 探 针 和 细胞 充分 接触 ,用 无 血 
清 的 培养 液 洗 涤 细 胞 3 次 ,以 去 除 未 进入 细胞 内 的 
DCFH-DA, 5i E-F 500 uL1»xPBS, MoFlo XDP jfi 
式 细 胞 仪 (Beckman Coulter, USA) 检测 , Summit 5. 2 
( Beckman Coulter, USA) 流 式 分 析 软 件 进行 图 像 与 
数据 处 理 。 
1.7 线粒体 膜 电 位 的 检测 

线粒体 膜 电位 按照 MiteProbe"" DiOC2 (3) 试剂 
盒 说 明 书 进行 。 将 备用 细胞 重 悬 于 1 mL PBS 中 , 室 
温 充分 混 匀 后 加 入 DiOC2 (3) ,使 其 终 浓 度 为 50 
nmol/L, 270C 培养 箱 里 避 光 孵育 30 min, Hj PBS 洗 
涤 细 胞 两 次 去 除 上 清 ; 将 细胞 重 悬 于 500 pL PBS 
中 ,MoFlo XDP 流 式 细胞 仪 (Beckman Coulter, USA) 
检测 ,Summit 5. 2( Beckman Coulter, USA ) 流 式 分 析 
软件 进行 图 像 与 数据 处 理 。 
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2 结果 


2.1 CsA 对 CPT 和 HCPT i$ & IOZCAS-Spex- II 
细胞 凋 亡 的 抑制 作用 

10 pmol/L CPT 和 HCPT Ah H HEK R 
IOZCAS-Spex- II 4H 6 h Jc; ,IOZCAS-Spex- II 4H Jf 5è 
生 凋 亡 ,与 0.1% DMSO 处 理 的 对 照 组 相 比 差异 显 
著 (P < 0. 05), Ji T- 38 4 Hl] 15.6% (CPT) 和 
20.396 ( HCPT) 。 但 经 过 20 pmol/L CsA 预 处 理 2 
h, 再 加 入 10 jumol/LCPT 和 HCPT 处 理 IOZCAS- 
Spex-II 细胞 6h 时 ( 即 CsA + CPT 或 CsA +HCPT) ， 
细胞 凋 亡 率 分 别 与 0.1% DMSO 处 理 对 照 组 相 比 无 
显著 差异 ( 忆 >0. 05) ,但 与 单 CPT 或 HCPT 处 理 组 
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存在 显著 差异 ,表明 CsA 可 以 显著 地 抑制 CPT 和 
HCPT 诱导 的 细胞 凋 亡 (图 1) 。 而 经 过 20 pmol/L 
CsA 预 处 理 2 h ,再 加 入 10 umol/L CPT 和 HCPT 处 
理 10ZCAS-Spex- 细 胞 12 h 时 ,细胞 凋 亡 率 分 别 与 对 





照 组 相 比 存在 显著 差异 (P<0.05) ,而 与 单 CPT 或 
HCPT 处 理 组 相 比 ,尽管 细胞 凋 亡 率 有 所 下 降 , 但 并 
不 存在 显著 差异 ,表明 CsA 并 没有 完全 抑制 细胞 凋 
亡 的 发 生 。 
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CsA 对 CPT 和 HCPT 诱导 IOZCAS-Spex- 工 细胞 凋 亡 的 抑制 作用 
CsA inhibits CPT and HCPT induced apoptosis in IOZCAS-Spex- 工 cells 


A: 流 式 细胞 仪 检 测 细胞 凋 亡 率 , 细 胞 凋 亡 率 是 R2 限 和 RA 象限 所 占 比 例 的 加 和 Apoptosis rate detected by flow cytometry and the percentages of 
apoptotic cells calculated as the sum of percentages shown in the R2 and R4; B: 细胞 凋 亡 率 统计 分 析 柱 形 图 Apoptosis rate presented by a column 
diagram. 数据 表示 3 次 重复 试验 的 平均 值 上 标准 误 , 用 Duncan’ s 检验 进行 显著 性 差异 分 析 , 柱 上 不 同 小 写 和 大 写字 母 分 别 表示 在 6h 和 12h 
同一 时 间 处 理 组 之 间 差 异 显著 (P<0.05); 下 图 同 。Data are shown as mean + SE of three independent experiments. Analysis of statistical differences 


among treatments was conducted with Duncan’ s test. Different lowercase and capital letters above bars indicate significant differences among the same 








treatment time groups of 6 h and 12 h ( P «0.05) , respectively. The same for the following figures. 


2.2 CsA 抑 制 CPT 和 HCPT 诱 导 的 线粒体 膜 电 
位 改变 

10 pmol/L CPT 或 HCPT 处 理 甜 菜 夜 蛾 
IOZCAS-Spex- 开 细胞 6 h 时 ,CPT 处 理 组 细胞 线 粒 
体 膜 电位 与 0. 1% DMSO 对 照 组 无 显著 差异 , 而 
HCPT 处 理 组 细胞 线粒体 膜 电 位 显著 降低 (P < 
0. 05) ;但 预先 加 入 20 umol/L CsA 2 h 以 后 ,HCPT 
+ CsA 处 理 组 与 0.1% DMSO 处 理 组 比较 无 显著 差 
5r ,表明 HCPT 引起 的 线粒体 膜 电 位 的 下 降 被 抑制 ; 
10 pmol/LCPT 或 HCPT 处 理 甜 菜 夜 蛾 IOZCAS- 





Spex- II 28 12 h 时 ,CPT 或 HCPT 均 导 致 细胞 线 粒 
体 膜 电位 显著 降低 (P <0.05) ,预先 加 入 20 pmol/L 
CsA 2 h 以 后 ,CPT 或 HCPT 引起 的 线粒体 膜 电位 降 
低 均 被 显著 抑制 , 即 CPT + CsA 或 HCPT + CsA 处 理 
组 与 对 照 组 相 比 ,线粒体 膜 电 位 无 显著 差异 (P > 
0.05) , 而 与 CPT 或 HCPT 单独 处 理 组 相 比 ,存在 显 
著 差 异 (P<0.05)( 图 2)。 
2.3 CsA 抑制 Ca^* 的 释放 

10 pmol/L CPT 或 HCPT 处 理 甜 菜 夜 蛾 
IOZCAS-Spex- II Jl] 6 h 时 ,CPT 和 HCPT 处 理 组 细 
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Fig. 2 CsA inhibits the loss of mitochondrial membrane potential induced by CPT and HCPT in IOZCAS-Spex- I|. cells 


A: 流 式 细胞 仪 检测 线粒体 膜 电 位 ,线粒体 膜 电 位 用 荧光 强度 的 峰值 表示 Mitochondrial membrane potential detected by flow cytometry and shown by 
the mean fluorescence intensity; B: 线粒体 膜 电 位 统计 分 析 柱 形 图 Mitochondrial membrane potential presented by a column diagram. 









































1110 昆虫 学 报 Acta. Entomologica Sinica 60 35 





HCPT 处 理 甜菜 夜 峨 I0ZCAS-Spex- 卫 细胞 12 h 时 ， 
CPT 或 HCPT 均 导 致 胞 内 Cat 浓度 增 大 (P < 
0.05) 。 预 先 加 入 20 pmol/L CsA 2 h 以 后 , HCPT 
引起 的 胞 内 Ca 浓度 增 大 被 显著 抑制 , CPT + CsA 
处 理 组 与 单 CPT 处理 组 相 比 ,无 显著 差异 (P > 


JEA Ca^ * YKE 0. 196 DMSO 对 照 组 相 比 显著 增 大 
(P<0.05)。 但 预先 加 入 20 pmol/L CsA 2 h 以 后 ， 
CPT+CsA、HCPT+CsA 人 处理 组 与 0.1% DMSO 处 理 
组 都 无 显著 差异 ,但 与 CPT 或 HCPT 处 理 组 相 比 , 存 
在 显著 差异 (P <0.05) ,表明 CPT 和 HCPT 引起 的 






































胞 内 Ca 浓度 增 大 被 抑制 。10 pmol/L CPT 或 ”0.05)( 图 3)。 
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HCPT 
图 3 CsA 对 CPT fill HCPT 诱导 I0ZCAS-Spex- 卫 细胞 钙 释 放 的 抑制 作用 


CsA+CPT 


Fig. 3 CsA inhibits the Ca^* induced by CPT and HCPT in IOZCAS-Spex- I[ cells 


A: 流 式 细胞 仪 检测 钙 释 放 , 钙 浓度 用 荧光 强度 的 均值 表示 Ca * concentration detected by flow cytometry and shown by the mean fluorescence 


intensity; B: 钙 浓度 统计 分 析 柱 形 图 Ca? + concentration presented by a column diagram. 
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2.4 CsA 抑制 ROS 的 产生 

10 pmol/L CPT 或 HCPT 处 理 甜 菜 夜 蛾 
IOZCAS-Spex- II iJ] 6 h 时 ,与 0.1%DMSO 对 照 组 
相 比 ,CPT 和 HCPT 处 理 组 细胞 ROS 荧光 强度 显著 
升 高 ( 忆 <0.05) ,表明 CPT 和 HCPT 处 理 导 致 甜菜 


夜 蛾 细胞 产生 ROS; 预先 加 入 20 pmol/L CsA 2 h 以 
后 ,CPT + CsA 和 HCPT + CsA 处 理 组 的 ROS 荧光 强 
度 均 与 0. 1% DMSO 处 理 组 无 显著 差异 ,但 与 CPT 
和 HCPT 单 处 理 组 相 比 显著 降低 ,表明 CPT 和 
HCPT 引 起 的 ROS 产 生 被 抑制 ;10 pmol/LCPT 或 




















A 352 Bh 354 Bh 
, 264 15.45% , 265 14.6896 
0.1% DMSO 3 176 R2 3177 m 
7 gg T sgg 
0 0 
10 10 10 10 10 10 10 10 1? 10 10 10 
FLI-Log Height FLI-Log Height 
327 393 
a245 29.78% z 294 26.13% 
CPT — 2163 R2 Z 196 Hs 
e sl E 
0 0 
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 
FLI-Log Height FLI-Log Height 
330 457 
247 a 342 26.95% 
HCPT £165 ns 3 228 R2 
SERO EXT 
0 
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 
FL1-Log Height FL1-Log Height 
340 225 
a 255 16.2896 „n 168 24.5966 
CsA«CPT 3 170 R2 8112 R2 
E - T 56 
0 0 
10 10 10 10 10% 10 10 10 10? 10 10 10 
FLI-Log Height FLI-Log Height 
330 iua 198 RES 
, 14.90% a M8 22.40% 
CsA+HCPT 3 3 99 R2 
2 T 49 
0 0 
10 10 10 10  10* 10 10 10 10 10 10 10 
FLI-Log Height FLI-Log Height 
B 60r 
口 6h m 12h 
a 
E 
8 apl 
gd 各 
m 8 A 
f: : 
RE 
X 3 
B oL 
S 
E b B 





图 4 CsA 对 CPT fi 























DMSO CPT 





HCPT 
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Fig. 4 CsA inhibits the ROS induced by CPT and HCPT in IOZCAS-Spex- [Į cells 


A: 流 式 细胞 仪 检 测 细胞 内 ROS 水 平 , R2 象限 荧光 强度 比例 代表 ROS 水 了 





É Cellular ROS level detected by flow cytometry and expressed as the 


percentage of flourescence density in the R2; B: 细胞 内 ROS 水 平 统计 分 析 柱 形 图 Cellular ROS shown by a column diagram. 
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HCPT 处 理 甜菜 夜 峨 I0ZCAS-Spex- 卫 细胞 12 h 时 ， 
CPT 或 HCPT 均 导致 细胞 ROS 水 平 显 著 升 高 (P < 
0.05) ,预先 加 入 20 pmol/L CsA 2 h 以 后 ,CPT 和 
HCPT 引起 的 ROS 升 高 并 没有 发 生 明 显 改 变 , ROS 
仍 处 于 较 高 水 平 ,并 与 对 照 组 存在 显著 差异 ,表明 在 
12 h 时 ,CsA 预 处 理 并 不 能 抑制 CPT 和 HCPT 诱导 
的 ROS 产生 (图 4)。 











3 讨论 





CsA 是 线粒体 膜 MPTP 的 抑制 剂 ,我 们 通过 加 
入 CsA 预 处理 2h 后 ,加 入 CPT 和 HCPT 共 作 用 6 
h, 发 现 相 对 于 CPT 或 HCPT 单 处 理 组 , 胞 内 Ca * Y& 
度 降低 线粒体 膜 电 位 降低 被 抑制 ,ROS 产生 减少 ， 
且 凋 亡 率 降低 ,证 实 了 CPT 和 HCPT 诱导 的 凋 亡 过 
程 与 MPTP 的 开放 有 关 , 即 依赖 线粒体 膜 发 生 通 透 
化 。 但 我 们 同时 发 现 CsA 预 处 理 2 h 后 ,加 入 CPT 
和 HCPT 共 作 用 12 h 对 细胞 凋 亡 的 抑制 作用 要 比 6 
h 显著 降低 , 即 随 着 处 理 时 间 的 延长 , CsA 作用 显著 
降低 。 

据 报 道 ,在 哺乳 动物 中 MPTP 开放 机 制 可 分 为 
两 种 :由 Ca 激活 ,对 CsA 和 Mg 敏感 ;以 及 非 
Ca 依赖 性 激活 ,对 CsA 和 Mg 不 敏感 (He and 
Lemasters, 2002; Vindis et al., 2005) 。 在 我 们 研究 
中 ,CsA 能 够 抑制 CPT 和 HCPT 诱导 的 甜菜 夜 蛾 线 
粒 体 MPTP 开放 ,说 明 甜 菜 夜 蛾 线粒体 MPTP 为 
CsA 敏感 可 调 。 但 有 研究 表明 , CsA 对 MPTP 开放 
的 抑制 具有 时 间 性 ,在 较 长 时 间 CsA 抑制 作用 不 明 
显 ( 陈 东风 和 房展 春 ， 2004)。 在 昆虫 中 , Huang 等 
同样 发 现 3 mol/L CsA 预 处 理 1h 后 ,在 12 h 之 前 
能 够 显著 抑制 印 栋 素 (azadirachtin ，AZA ) 诱导 的 
SO 细胞 凋 亡 , 而 12 h 之 后 ,其 抑制 作用 显著 降低 
( Huang et al.，2013 ) 。 这 与 我 们 的 研究 结果 相 类 
似 ,CsA 对 CPT 和 HCPT 的 抑制 具有 时 间 性 。 同 时 ， 
在 哺乳 动物 中 ,已 经 证 实 线粒体 途径 存在 MPTP 依 
赖 性 和 MPTP 非 依 赖 性 两 种 类 型 ( Haematol, 2009; 
Gyulkhandanyan et al., 2015) 。 这 或 许 在 另外 一 方 
面 说 明 CPT 和 HCPT 诱导 的 细胞 凋 亡 在 其 早期 主要 
途径 为 MPTP 依赖 性 , 随 着 CPT 和 HCPT 作用 时 间 
的 增加 ,一 些 反 应 引起 其 他 凋 亡 途径 的 发 生 。 

综 上 所 述 ,本 文 研究 结果 表明 CPT 和 HCPT 1$ 
导 的 甜菜 夜 蛾 细胞 凋 亡 线粒体 途径 具有 MPTP 开放 
依赖 性 ,而 且 首 次 确切 证 实 了 喜 树 碱 诱导 的 昆虫 细 
胞 凋 亡 MPTP 开放 的 依赖 性 具有 时 间 性 。 随 着 CPT 
























































和 HCPT 作用 时 间 的 增加 ,或 许 有 其 他 非 MPTP 依 
赖 性 途径 的 发 生 ,有 待 进一步 的 研究 。 
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